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ABSTRAKT 
Hlavným cieľom práce bolo overiť bioprotektívne vlastnosti 3-hydroxybutyrátu (3HB) 
z hľadiska jeho vplyvu na denaturáciu proteínu (konkrétne lipázy) a stanoviť relevantné 
fyzikálno-chemické charakteristiky 3HB, ktoré by mohli viesť k vysvetleniu mechanizmu 
tohto ochranného efektu. Rešeršná časť práce sa zamerala predovšetkým na mechanizmus 
ochranného účinku tzv. kompatibilných solutov, medzi ktoré patrí 3HB. Ochranný účinok 
3HB bol stanovený metódou dynamického rozptylu svetla (DLS). Ako ďalšie parametre 
vodného roztoku 3HB boli stanovené: koncentračná závislosť povrchového napätia 3HB, 
vplyv rôznych koncentrácií 3HB na zeta potenciál lipázy. Hydrofílny/hydrofóbny charakter 
3HB bol charakterizovaný parametrom log Kow. Pre kvantitatívne stanovenie 3HB vo vodnom 
roztoku bola optimalizovaná jednoduchá metóda. Touto metódou je nepriama spektroskopia. 
Je založená na konverzii 3HB na krotonovú kyselinu v prítomnosti kyseliny sírovej 
za zvýšenej teploty. 
 
ABSTRACT 
The main aim of the work was to verify bio-protective properties of 3-hydroxybutyrate (3HB) 
in terms of its effect on protein denaturation (especially lipase) and determine 
the physicochemical characteristics of 3HB that could lead to the explanation 
of the mechanism of its protective effect. The literature search focused primarily 
on the mechanism of the protective effect of the compatible solutes. The 3HB belongs 
to the group of compatible solutes. The protective effect of the 3HB was monitored 
by Dynamic Light Scattering (DLS). As the other parameters of the aqueous solution 3HB 
were determined: the dependence of the surface tension on the concentration of the 3HB, 
the effect of different 3HB concentrations on the zeta potential of the lipase. Hydrophobic 
and hydrophilic character of the 3HB was characterized with the log Kow parameter. A simple 
method for quantity determination of the 3HB aqueous solution was optimized. The method 
is based on conversion of the 3HB into crotonic acid by reaction with sulphuric acid at higher 
temperatures and on subsequent psectrophotometric determination of the amount of crotonic 
acid. 
 
 
 
 
 
Kľúčové slová 
Chemické šaperóny, kompatibilné soluty, ketolátky, 3-hydroxybutyrát, kyselina krotonová 
Keywords 
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1 ÚVOD A CIELE PRÁCE 
Na fakulte chemickej VUT v Brne má dlhodobú tradíciu výskum polyhydroxyalkanoátu. 
V rámci tohto výskumu bolo okrem iného overené, že 3-hydroxybutyrát (3HB) vykazuje 
bioprotektívne účinky. Napriek tomu stále nie je známy mechanizmus, prečo tomu tak je. 
Úlohou tejto práce je prispieť k opisu mechanizmu 3HB, stanovením niektorých jeho 
fyzikálne-chemických parametrov, ktoré v tomto ochrannom efekte môžu hrať svoju rolu. 
V tejto práci sú uvedené fyzikálne a chemické parametre, ktoré súvisia 
so spomínaným bioprotektívným účinkom 3-hydroxybutyrátu. Práca sa v úvodnej časti 
zaoberá mechanizmom biologickej funkcie enzýmov, ktorým sa bunky bránia voči 
nepriaznivým podmienkam okolitého prostredia pomocou látok nazývaných šaperóny. 
Chemickým šaperónom je aj 3-hydroxybutyrát, ktorý pomáha zvinúť bielkovinu do natívnej 
formy a umožňuje vznik správnej konformácie aj tam, kde by inak dochádzalo k denaturácií. 
Ďalej je tu spomenutá syntéza 3-hydroxybutyrátu v rámci metabolizmu ketolátok. 
V nasledujúcej kapitole je opísaný mechanizmus, ktorým sa látky (tzv. kompatibilné soluty) 
vyrovnávajú zo zmenami vzniknutými v okolí bunky. 
V práci je samostatná kapitola venovaná metódam, ktoré už boli navrhnuté a otestované 
za účelom pochopenia bioproktivného účinku 3HB v bunke. Medzi tie patrí dynamický 
rozptyl svetla a meranie zeta potenciálu pomocou elektroforetického rozptylu  
svetla – tie sú súčasťou aj tejto experimentálnej časti. Vplyv 3HB na povrchové napätie bol 
overený tenziometricky. Hydrofílny a hydrofóbny charakter 3HB bol experimentálne 
hodnotený jeho extrakciou do n-oktanolu. Najprv bolo potrebné optimalizovať metódy 
stanovení koncentrácie 3HB v roztoku. Za týmto účelom bol 3HB v roztoku kyseliny sírovej 
kvantitatívne prevedený na kyselinu krotonovú, jej obsah bol stanovený spektrofotometricky. 
Z pohľadu predpokladaných hypotéz, ktoré boli uvedené v predchádzajúcich kapitolách 
sú v poslednej kapitole namerané dáta graficky spracované a vyhodnotené. V laboratóriách 
použitím vhodným chemických metód sme schopný kvalitatívne vyhodnocovať správanie 
3HB. Niektoré tu opísané fyzikálno-chemické metódy by mohli byť súčasťou ďalšieho 
experimentálneho výskumu 3-hydroxybutyrátu. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Polyhydroxyalkanoáty 
2.1.1  Charakteristika 
Polyhydroxyalkanoáty (PHA) sú polyestery hydroxyalkanových kyselín s charakteristickou 
štruktúrou, ktorá môže byť ovplyvňovaná geneticky alebo fyziologickými úpravami ak 
ich produkujú baktérie. U grampozitívných a gramnegatívnych baktérií 
sú polyhydroxyalkanoáty biosyntetizované ako intracelulárny zdroj uhlíka a energie 
pre baktériu. Na podmienkach biosyntézy, zdroji uhlíka a v závislosti na organizme v ktorom 
vznikajú môžu mať tieto látky rozdielne zloženie. U baktérií dochádza k ich produkcii 
a hromadeniu vo chvíli, keď je baktéria vystavená stresovým podmienkam [1], [2]. Medzi 
nepriaznivé podmienky, v ktorých sa baktérie často nachádzajú patrí teplota prostredia, 
pH a redoxný potenciál. Taktiež nedostatok dusíka, fosforu alebo kyslíka v prostredí, v ktorej 
je dostatočná prítomnosť uhlíka [3]. 
2.1.2  Typy PHA 
Hlavná štruktúra týchto látok je zobrazená na Obr. 1. Môžeme ich charakterizovať podľa typu 
monomérnych jednotiek, produkujúcich homopolyméry alebo heteropolyméry. Ďalej podľa 
počtu monomérných jednotiek ich rozdeľujeme na krátkoreťazcové PHA 
(scl-PHA short-chain-lenght PHA) a polyhydroxyalkanoáty so stredne dlhým reťazcom 
(mcl-PHA medium-chain-lenght), ktoré obsahujú 6 až 14 uhlíkových atómov. 
Poly(3-hydroxybutyrát), P(3HB), alebo poly(4-hydroxybutyrát), P(4HB) patria medzi 
krátkoreťazcové PHA, tie sú charakterizované 3 až 5 uhlíkovými atómami. Medzi PHA 
so stredne dlhými reťazcami radíme poly(3-hydroxyhexanoát), P(3HHx), 
poly(3-hydroxyoctanoát), P(3HO) z homopolymérov. Z heteropolymérov je to napríklad 
P(3HHx-co-3HO). Všetky polyméry sú produkované rôznymi baktériami [1]. 
 
Obr. 1: Obecná štruktúra PHA (R1/R2 = alkylové skupiny C1-C13, X=1-4, n=100-3000) [2] 
Hydroxybutyrát (HB) sa môže vyskytovať v dvoch formách. V podobe homopolyméru, 
kedy zásobuje organizmus energiou a uhlíkom. Alebo môže nadobudnúť formu reziduí 
(cyklické oligolidy a ich deriváty), ktoré fungujú ako prenášače iónov s nižšou mólovou 
hmotnosťou. Niektoré HB sa spájajú s biomakromolekulami ako napr. s proteínmi alebo 
kalcium polyfosfátom a dochádza k vzniku ich komplexov. Okrem foriem cyklických 
je ich možné nájsť vo forme 3-hydroxybutánovej kyseliny alebo 4-hydroxybutánovej kyseliny 
v krvi cicavcov. V tomto prípade plnia funkciu neurónového prenášača [4]. 
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2.1.3  Vlastnosti PHA 
História objavenia polydroxyalkanoátov siaha do roku 1926 kedy francúzsky mikrobiológ 
Mauriceom Lemoigne objavil poly(3-hydroxyburyrát), P(3HB) tvoriaci granule 
v grampozitívnych baktériách Bacillus megaterium [1]. Wilkinson a MacRae v roku 1958 
zistili, že baktérie kultivované na médiu s dostatkom uhlíka a nedostatkom dusíka ukladajú 
P(3HB) ako intracelulárnu zásobnú látku [5]. Vlastnosťami P(3HB) ako biopolyesteru 
sa zaoberajú mnohé štúdie, preto je najviac preštudovaný zo všetkých biologicky 
syntetizovaných polymérov [4], [6]. PHA ako napr. P(3HB) a (P3HB-co-3HV) sú krehké 
a tuhé kryštalické polyméry, ktoré majú vysokú teplotu topenia. Silným, poddajným 
termoplastickým polyesterom s relatívne jednoduchou štruktúrou sa stáva zástupca 
scl-PHA skupiny napr. P(4HB). Niektoré scl-PHA majú vyššiu pevnosť v ťahu 
ako polypropylén a polystyrén, viď Tabuľka 1 [2]. 
Tabuľka 1: Porovnanie fyzikálnych vlastností niektorých druhov PHA a dvoch bežne 
používaných syntetických polymérov – polypropylénu a polystyrénu [2] 
Polymér Teplota 
topenia 
[°C] 
Teplota 
skelného 
prechodu [°C] 
Modul 
pružnosti v 
ťahu [GPa] 
Predĺženie pri 
pretrhnutí [%] 
Pevnosť v 
ťahu [MPa] 
P(3HB) 180 4 3,5 5 40 
P(4HB) 53 -48 149 1000 104 
P(3HB-co-20% 3HV) 145 -1 1,2 50 20 
P(3HB-co16% 4HB) 150 -7 - 444 26 
P(3HB-co-10% 3HHx) 127 -1 - 400 21 
P(3HB-co-6% 3HD) 130 -8 - 680 17 
Polypropylén 176 -10 1,7 400 34,5 
Polystyrén 240 100 3,1 - 50 
 
Tabuľka 2: Porovnanie fyzikálnych vlastností scl-PHA a mcl-PHA s polypropylénom [2] 
Vlastnosti scl-PHAs mcl-PHAs Polypropylén 
Kryštalita [%] 40-80 20-40 70 
Bod topenia [°C] 53-80 30-80 176 
Hustota [g/cm
3
] 1,25 1,05 0,91 
Pevnosť v ťahu [MPa] 43-04 20 34 
Teplota skalného prechodu [°C] -152 -190 -10 
Predĺženie pri pretrhnutí [%] 6-1000 300-450 400 
Odolnosť voči UV svetlu dobrá dobrá nízka 
Odolnosť voči rozpúšťadlám nízka nízka dobrá 
Biologická rozložiteľnosť dobrá dobrá žiadna 
Polyhydroxyalkanoáty sú netoxické, biokompatibilné a biologicky odbúrateľné 
termoplasty, ktoré môžu byť vyrobené z obnoviteľných zdrojov. Majú vysoký stupeň 
polymerizácie, sú vysoko kryštalické, opticky aktívne, izotaktické a nerozpustné vo vode [6]. 
Tabuľka 2 zobrazuje niektoré fyzikálne vlastnosti základných skupín PHA v porovnaní 
s polypropylénom. Môžeme vidieť, že scl-PHA spolu s polypropylénom majú vyššie teploty 
topenia, vyššiu pevnosť v ťahu ale sú menej pružné v porovnaní s mcl-PHA. Polypropylén 
má teplotu skelného prechodu výrazne rozdielnu oproti scl-PHA a mcl-PHA. 
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2.2 Ketolátky 
Ako už bolo spomínané hydroxybutyráty nachádzame aj v krvi cicavcov. K ich tvorbe dochádza 
taktiež prirodzenými metabolickými dráhami aj v prípade mikroorganizmov. Konkrétne u PHB 
akumulovaných baktérii, kedy dochádza k syntéze 3-hydroxybutyrátu a následne k jeho premene 
až na poly-3-hydroxybutyrát. 
 
Obr. 2: Syntéza ketolátok, upravené podľa [7] 
V ľudskom organizme sú mnohé metabolické dráhy navzájom prepojené a spolu súvisia. 
Jedným z najvýznamnejších dejov je citrátový cyklus v ktorom vstupnou látkou pre jeho 
priebeh je acetyl-CoA. Ak vystavíme organizmus hladovým podmienkam dochádza k 
hromadeniu acetyl-CoA. V tomto stave získaný oxalacetát z citrátového cyklu je v prvom 
rade využívaný počas priebehu glykoneogenézy a k syntéze glukózy. Nadbytok acetyl-CoA 
z oxidácie mastných kyselín je v ketogenéze prevedený na ketónové látky (acetón, acetoacetát 
a 3-hydroxybutyrát) [6], [7].Syntéza ketolátok je zobrazená na Obr. 2. 
Syntéza týchto látok prebieha v mitochondriách, potom sú ketolátky z pečene uvoľňované 
do krvi a putujú k bunkám, ktoré majú nedostatok energie. Práve v dobe hladovania sa stávajú 
zdrojom energie pre mozog a centrálnu nervovú sústavu. Majú význam ako biosyntetické 
substráty v mnohých tkanivách ľudského organizmu, ako je srdce a kostrové svalstvo. 
Ketonové látky sú rozpustné vo vode. Ich koncentrácia v organizme stúpa pri hladovaní, 
pri držaní rôznych diétnych režimov, kedy obmedzíme prísun sacharidov. Vzrastie tiež 
pri obezite a pri chronickom onemocnení diabetess mellitus. Orientačne je možné dokázať 
prítomnosť ketolátok v moči [7], [8]. 
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2.3 Baktérie 
2.3.1  Zapojenie PHA vo stresovej odpovedi 
Mnohé mikroorganizmy sú často vystavené prostrediu, ktoré nemá vlastnosti optimálnych 
podmienok, napriek tomu sa snažia v danom prostredí prežiť. Práve baktérie majú vyvinuté 
mechanizmy, ktoré im umožňujú prežiť nepriaznivé podmienky, ako napr. hladovanie 
a stres [9], [10]. Bunka je vystavená stresovým podmienkam vo chvíli, keď dochádza 
k zmenám teploty, zmenám pH prostredia, zmenám iontovej sily. Môže to nastať aj v prípade, 
ak bunku vystavíme chladu či účinku toxických látok alebo oxidácii [3]. 
Bakteriálna bunka má schopnosť adaptovať sa v danom prostredí. Adaptačné procesy 
prebiehajú synchronizovane tak, aby bunka pri čo možno najnižšom výdavku energie 
zabezpečila svoje hlavné fyziologické funkcie. Bunka s okolím prostredím komunikuje 
pomocou bunkovej steny, preto je nevyhnutné, aby sa ako prvá adaptovala na zmenené 
prostredie. Tak dôjde k zmenám mechanizmov v bunke, ktorá prežije. Medzi základné 
mechanizmy adaptácie na environmentálny stres patria zmeny v zastúpení mastných kyselín 
vo všetkých lipidických frakciách a najmä membránových lipidoch [10]. Skupinu proteínov, 
ktorá je schopná ochrániť bunku proti denaturačným účinkom stresových faktorov môžeme 
označiť ako šaperóny. Šaperón je bielkovina, ktorá zmotá iné bielkoviny do natívnej formy. 
Z analógie tejto funkcie boli všeobecne látky (aj nebielkovinové), ktoré tiež pomáhajú 
zmotaniu a stabilizácií natívnej formy bielkovinovej štruktúry, označené ako chemické 
šaperóny. 
Mechanizmus ich ochrannej akcie nie je jasne pochopený. No predpokladá sa, 
 že aj 3-hydroxybutyrát je schopný chrániť model enzýmu od nepriaznivých podmienok 
a zvyšuje stresovú odolnosť [3]. Správanie šaperónov je detailnejšie vysvetlené v ďalších 
kapitolách. 
2.3.2  Produkcia PHA 
Hladovanie bunky v laboratórnych podmienkach vykazuje všeobecnú stresovú reakciu, ktorá 
zvyšuje ich ochranu pred voľnými kyslíkovými radikálmi, vysokými a nízkymi 
koncentráciami iónov, ultrafialovým žiarením (UV) a teplotnými alebo studenými šokmi. 
Hromadenie polyméru, ako polyhydroxyalkanoátu (PHA), zvyšuje úspešnosť prežitia 
v meniacich sa podmienkach. Uskutočnené štúdia poukazujú na to, že vznikajúci polymér 
prispieva k prežitiu a tolerancii stresu [11]. 
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3 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 
Bakteriálne bunky sú schopné vnímať a reagovať na stresové podmienky okolo seba, čo vedie 
k uskutočneniu mnohých štúdií, ktoré by mohli priblížiť komplexný mechanizmus, ktorým 
bunka reaguje na stres. S pokusmi o vysvetlenie týchto mechanizmov vedci došli k záveru, 
že sa na tomto procese podieľa skupina látok, ktorú označili ako kompatibilné soluty 
(compatible solutes). Medzi tieto látky, ktoré sú tiež označované ako osmolyty patrí 
aj 3-hydroxybutyrát. V tejto kapitole je opísané chovanie týchto látok, súčasne je priblížený 
proces ich hromadenia v bunkách. 
3.1 Mechanizmus stabilizácie mikrobiálnej bunky 
Baktérie sú jednobunkové organizmy, ktoré úspešne kolonizovali každé miesto na planéte. 
V neustále meniacom sa prostredí, kde dochádza k zmenám podmienok – pH, redoxného 
potenciálu, osmolarity, žiarenia, koncentrácie živín a toxínov sú schopné tieto organizmy 
prežiť [12]. Mikroorganizmy, ktoré sa prispôsobia stredne a vysoko soľnému prostrediu 
používajú odlišné rozpustené látky, organické a anorganické, proti vonkajšiemu osmotickému 
tlaku. Roberts vo svojom výskume zhodnotil rozsah rozpustených látok, ich rôzne 
biosyntetické dráhy a fyzikálne vlastnosti rozpustených látok, ktoré ovplyvňujú molekulovú 
stabilitu proteínu. Dynamickou a dôležitou vlastnosťou buniek je ich schopnosť prispôsobiť 
sa zmenám v extrémnych médiách, napríklad zvýšením NaCl. Bunky sa vonkajšiemu 
zvýšeniu NaCl prispôsobujú hromadením malých molekúl v cytoplazme, voči vonkajšiemu 
osmotickému tlaku. Anorganické katióny (K+ v niektorých bunkách Na+) majú kľúčovú úlohu 
v osmotickej rovnováhe a osmotickej odpovedi. Osmolyty vedú k zvýšeniu stability proteínov 
a boli prirodzene vybrané pre osmotickú rovnováhu [13]. 
Halophiles, skupina extremophiles existujúcich vo vysoko slanom prostredí 
má dve adaptívne stratégie, ako sa vyrovnať s vysokou koncentráciou okolitého prostredia. 
Jednou z nich je hromadenie anorganických iónov a druhá zahŕňa hromadenie malých, vysoko 
rozpustných osmolytov, ktoré sa nachádzajú v prevažnej väčšine mikroorganizmov. 
Akumuláciu organických kompatibilných solutov, vysoko rozšírenú u halotolerantných 
a halofilných mikroorganizmov označil Van-Thuoc za jednu z hlavných odpovedí 
na stres [14]. Jain a Roy vo svojej práci spomínajú, že vzhľadom na množstvo 
fyzikálno-chemických signálov (inertná/externá osmolarita, turgor alebo iné parametre ako 
je membránové napätie) a rôznorodosť systémov neexistuje univerzálny spôsob, opisujúci 
ochrannú reakciu pre všetky kompatibilné soluty [15]. Zdá sa, že pôsobia ako chemické 
šaperóny v bunkách a mechanizmus tejto stabilizácie môže poskytnúť pohľad na balenie 
proteínov [13]. Obr. 3 ukazuje schematický model štruktúry a funkcie šaperónov. 
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Obr. 3: Schematický model štruktúry a funkcie šaperónov. A: Šaperóny držia novo vytvorenú 
bielkovinu. B: Zmenou vlastností štruktúry a interakcií s ďalšími pomocnými molekulárnými 
látkami šaperóny zabezpečia správne zvinutie bielkoviny, upravené podľa [16] 
Molekulárne šaperóny môžeme definovať ako proteíny, ktoré uľahčujú skladanie iných 
proteínov [17]. Chránia bunku pred vznikom patologických konformácií [18]. Podobnú rolu 
(zmotanie bielkoviny) nemusí nutne plniť iná bielkovina, podobnú funkciu plní aj široká 
skupina malých molekúl ktoré fungujú rôznym, v mnohých prípadoch doteraz 
nepreštudovaným spôsobom, no súhrne sa označujú ako chemické šaperóny. Patria sem rôzne 
skupiny látok (osmolyty, malé hydrofóbne molekuly). Táto práca sa práve zameriava 
na funkciu osmolytov. 
Napriek tomu, že kombinácia napätia v bunke vyvolaného teplom a zvýšením NaCl 
je v prírode častá, vie sa málo o tom, ako osmolyty kontrolujú stabilitu proteínu 
a ako šaperóny zaobstarávajú zvinutie proteínov v bunke [19]. Už počas syntézy 
polypeptidového reťazca na ribozómoch prebieha proces zbaľovania proteínov in vivo. 
Ako je zobrazené na Obr. 4 šaperóny sa viažu na amino-N-koniec rastúceho polypeptidového 
raťazca, zatiaľ čo amino-C-koniec je v tú chvíľu syntetizovaný. Tieto molekuly  rozpletený 
polypeptidový reťazec stabilizujú až do ukončenia syntézy polypeptidu. Dokončený proteín 
sa potom uvoľní z ribozómu a má schopnosť zbaliť sa do správnej trojrozmernej konformácie 
[17]. Bielkoviny sa podľa fyzikálnych zákonov snažia udržať energeticky najvýhodnejší 
a teda najstabilnejší tvar [16]. 
Šaperóny ako ATP-ázy sú nešpecifické k svojim ligandom a pôsobia ako katalyzátory, 
ktoré uľahčujú priebeh syntézy bez toho, aby boli súčasťou komplexu [17], [18]. 
Neprítomnosť šaperónov vedie k vzniku rozloženého alebo čiastočne zloženého 
polypeptidového reťazca. To má za následok nesprávne skladanie reťazcov. Alebo zabránia 
tvorbe proteínových agregátov – nerozpustných komplexov [17]. 
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Obr. 4: Schematické znázornenie aktivity šaperónov počas skladania proteínu, upravené 
podľa [17] 
Platí pravidlo, že baktérie a eukaryota hromadia kompatibilné soluty a archea 
uprednostňujú záporne nabité látky. Je zaujímavé, že archea majú tendenciu modifikovať 
mnoho rovnakých alebo dipolárnych iontových rozpustných látok nahromadených eukaryotmi 
alebo baktériami, aby boli záporne nabité. Osmolyty môžu byť syntetizované bunkou alebo 
transportované do buniek z média. Kľúčovým faktorom týchto molekúl je, že neinhibujú 
celkové bunkové funkcie, aj keď môžu modulovať jednotlivé aktivity enzýmu. Práve toto 
ich správanie viedlo k ich označeniu ako kompatibilné soluty. Ich hromadenie pomáha udržať 
turgor, objem buniek a koncentráciu elektolytov [13]. Bunkový turgor je všeobecne 
považovaný za hnaciu silu buniek. Schopnosť prispôsobiť sa zmenám v osmolarite 
vonkajšieho prostredia má zásadný význam. Prokaryotické bunky si vyvinuli adaptívnu 
stratégiu, ktorá im pomáha vyrovnať sa zo zmenami osmolarity ako dôležitého parametra 
prostredia [15]. Predpokladá sa, že počiatočné udalosti, ktoré spúšťajú akumuláciu osmolytov 
môžu zahŕňať iontové kanály alebo iné transmembránové proteíny citlivé na rozdiely medzi 
vonkajšou a vnútornou koncentráciou solí, ďalej citlivé na zmeny objemu bunky alebo zmenu 
turgoru. Avšak, fyzické zmeny spojené zo zvýšenou syntézou osmolytov nie sú známe [13]. 
3.1.1  Kompatibilné soluty 
Kompatibilné soluty sú malé, rozpustné organické zlúčeniny, ktoré majú schopnosť 
stabilizovať proteíny proti rôznym stresovým podmienkam [14]. Tieto zlúčeniny 
sú amfotérne, nenabité alebo aniontové a sú reprezentované rôznymi triedami organických 
zlúčenín, ktoré obsahujú polyoly, cukry, aminokyseliny, betaíny, ektoíny 
a ich deriváty [3], [13], [14]. Podľa štúdie Robertsa organické osmolyty môžeme rozdeliť 
na tri skupiny. Prvou skupinou sú všeobecné chemické dipolárne rozpustné látky, kam patrí 
napríklad betaín, ektoin a hydroxyektoin, Nε-acetyl-β-lysine and β-glutamine. Ďalšiu skupinu 
tvoria nenabité rozpustné látky ako napríklad cukry, aminokyseliny a peptidy. Látky ako 
β-glutamát, aniónové polyoly a sacharidy, anorganické ióny ako napríklad K+ a Na+, ďalej 
zmesi organicky rozpustných látok vrátane β-hydroxybutyrátu a jeho derivátov patria do tretej 
skupiny tzv. aniontových rozpustných látok [13]. 
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Rozpustné poly-β-hydroxybutyráty, sú bežne využívané ako zdroj uhlíka v bunkách. Boli 
dokázané v miernych koncentráciách u mnohých organizmoch vrátane Methylarcula 
marina and Methylarcula terricola a na otvorenom mori v organizme Photobacterium 
profundum SS9. Predpokladá sa, že stabilite makromolekúl by mal pomôcť znížený 
hydrostatický tlak. Štúdia Photobacterium profundum SS9 rozpustených látok pri tlaku 
1 až 280 atm sú najlepším dôkazom, že malé kompatibilné soluty môžu brániť prenikaniu 
vody pri vysokých hydrostatických tlakoch. V morských hĺbkach organizmy 
β-hydroxybutyráty hromadia pri tlaku 280 MPa. Zvýšený hydrostatický tlak má tendenciu 
denaturovať proteíny, pravdepodobne tým, že zvýši prenikanie vody do jadra proteínu. Vedci 
sa domnievajú, že tieto záporne nabité látky pomôžu pri prevencii prenikania vody a to ako 
s množstvom vylúčeného objemu, ale aj tým, že zmenia štruktúru vody v blízkosti 
proteínov [13]. 
V inej literatúre spomínajú, že pre štúdium β-hydroxybutyrátu (R-3HB) použili ako 
halotolerantnú baktériu Pseudomonas sp. CT13. Bolo zistené, že produkcia R-3HB 
má významnú úlohu v boji proti teplu i abiotickému stresu a pozitívne koreluje 
s koncentráciou soli. Nahromadenie β-hydroxybutyrátu v bunkách bolo tiež spájané 
s prevenciou voči agregácii proteínov a stabilizáciou enzymatickej činnosti počas tepelnej 
denaturácie. Toto zistenie naznačuje, že R-3HB pôsobí ako kompatibilné soluty a zastupuje 
úlohu ligandu, ktorý do značnej miery chráni enzým pri koncentráciách vyšších ako 
je odhadovaná disociačná konštanta (Kd ≥ 1mM). In vivo, in vitro a in silico analýzy 
naznačujú, že β-hydroxybutyrát môže pôsobiť ako chemický šaperón [20]. 
3.1.2  Teórie mechanizmov účinkov kompatibilných solutov 
Kompatibilné soluty môžu vyrovnávať vonkajší osmotický tlak, ale aj stabilizovať 
makromolekuly. Spomeniem dve teórie týkajúce sa interakcií medzi proteínmi a kompatibilné 
soluty. Tie môžu byť klasifikované do dvoch skupín [13]. 
Prvou skupinou sú tie, ktoré predpokladajú priamu interakciu kompatibilných solutov 
s makromolekulami. Osmolyty, ktoré sa vyskytujú vo vysokých koncentráciách súťažia 
s molekulami vody o interakciu na povrchu proteín. Organické soluty sú prednostne vylúčené 
z povrchu proteínu, čo vedie prednostne k hydratácii proteínu, pretože došlo k zvýšeniu 
povrchového napätia vody. Vzniká tak osmotický tlak, vďaka ktorému si proteín zachováva 
kompatibilnú štruktúru. Zvýšený osmotický tlak generovaný kompatibilnými solutmi by mal 
dávať prednosť zloženým bielkovinám, ktoré majú menšiu plochu ako denaturovaný proteín. 
Rovnako by mala byť znížená veľkosť vnútorných dutín a vnútornej vody [13]. 
Druhou skupinou sú tie, ktoré predpokladajú, že makromolekulárna stabilita je vyvolaná 
rozpustenými látkami, ktorá spôsobí zmeny v štruktúre vody. Neutrálne soli nemajú rovnaký 
vplyv na štruktúru a rozpustnosť bielkovín. Podľa Hofmeisterovho radu iónov existujú 
tzv. kosmotropy a chaotropy, ktoré majú rôznu schopnosť viazať vodu. Predpokladá sa, 
že kosmotropy zachovávajú hydratáciu proteínu, prednostne reagujú s vodou než na povrchu 
proteínov. Chaotropy vytesňujú vodu z povrchu proteínov a prispievajú k destabilizácii 
štruktúry dehydratáciou makromolekúl. Predpokladá sa, že iontové soluty budú mať 
 16 
 
významný vplyv na štruktúru vody a tieto interakcie budú mať vplyv na stabilitu 
makromolekúl [13]. 
3.2 Metódy vhodné pre stanovenie bioprotektívného účinku 3HB 
Jedným z cieľov tejto práce bolo na základe vypracovanej literárnej rešerše vybrať vhodné 
fyzikálno-chemické metódy charakterizácie 3HB, ktoré by mohli prispieť k pochopeniu 
mechanizmu jeho bioprotektívného účinku.   
Štúdiu protektívnej funkcie 3HB v organizme sa venoval napr. Obruča a kolektív, ktorí 
sledovali pomocou dynamického rozptylu svetla DLS tepelnú denaturáciu lipázy a to, ako 
je ovplyvnená prítomnosťou 3HB. Vychádzali z predpokladu, že denaturáciu proteínov vieme 
priblížiť bežnými technikami, ktoré monitorujú zmeny vo veľkosti molekúl v dôsledku 
rozvinutia terciálnej štruktúry proteínu. Získanými výsledkami potvrdili, že rozvinutie 
molekuly lipázy je spojené s významným posunom distribúcie veľkosti častíc smerom 
k vyšším hodnotám. Výrazné zvýšenie tepelnej stability lipázy sa zvyšuje zo zvyšujúcou 
sa koncentráciou 3HB v systéme. Opakovaním pokusu s dobre známymi chemickými 
šaperónmi – trehalózou a hydroxyectoínom, bol preukázaný vyšší ochranný účinok u 3HB. 
Metóda DLS bola použitá pre porovnanie 3HB s látkami s podobnou 
štruktúrou – 1,3-butandiol, butyrát sodný a sukcinát sodný. Výsledky potvrdili významné 
zvýšenie tepelnej stability lipázy v prítomnosti sukcinátu sodného a 3-hydroxybutyrátu. 
To znamená u zlúčenín, ktoré obsahujú karboxylovú skupinu, v kombinácii s ďalšou 
hydrofilnou skupinou v ich molekulárnej štruktúre. Porovnanie tepelnej závislosti na objeme 
tiež poukazuje na skutočnosť, že prítomnosť butandiolu a kyseliny maslovej zvyšuje 
agregáciu rozloženej lipázy sedimentáciou vytvorených agregátov [3]. 
V odbornej literatúre sa uvádza, že pre štúdium tepelne indukovanej denaturácie 
a agregácie bielkovín by mohla byť použitá diferenčná skenovacia kalorimetria (DSC). 
DSC je tepelná analýza, ktorá je používaná pri charakterizácií polymérov a liečiv. Schopnosť 
vyhľadávať malé zmeny entalpie a tepelnú kapacitu, ktorá vniká pri rozvinutí proteínu 
je možné použitím HSDSC – vysoko citlivého diferenčne skenovacieho kalorimetra. Použitie 
HSDSC je veľmi nákladné. Preto techniku DSC porovnávajú v niektorých prácach s MDSC. 
V prípade modulovaného teplotného diferenčného skenovacieho kalorimetra (MDSC) odozva 
na teplotný program je podobná tomu, ktorý je získaný použitím bežného DSC [17]. Obruča 
a kol. pre kalorimetrické štúdie použili ako modelový enzým lyzozým z kuracích vajec. 
Porovnaním DSC s MDSC potvrdili, že teplotná denaturácia tohto proteínu má tepelný tok 
dostatočne vysoký a preto použili bežnú DSC [3]. 
Výsledky vyššie spomenutej štúdie Obruča a kol. [3] poukázali, na správanie 3HB 
v porovnaní s inými šaperónmi a látkami s podobnou chemickou štruktúrou.  Roztoky 
v prítomnosti protektantov (trehalózy, hydroxyektoínu) porovnávali s roztokom 3HB. 
Výsledky poukázali na skutočnosť, že 3HB poskytuje podobný, či dokonca lepší protektívny 
účinok ako známe kompatibilné soluty (trehalóza a hydroxyektoín). Overenie vplyvu 
štruktúry látok na tepelnú stabilitu bielkovín použitie DSC potvrdilo výsledky z DLS. Pretože 
iba u zlúčenín s karboxylovými skupinami, v kombinácií s inými hydrofilnými funkčnými 
skupinami (3HB a sukcinát sodný) bol preukázaný ochranný účinok voči lysozýmu. Naopak 
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prítomnosť molekulárne podobných látok 1,3-butandiolu a butyrátu sodného spôsobila 
tepelnú destabilizáciu proteínu [3]. 
3.3 Metódy pre stanovenie obsahu α,β-nenasýtených kyselín 
Kľúčovým predpokladom nevyhnutným k zmysluplnej charakterizácií vodných roztokov 
3HB, je umožnenie kvantitatívného stanovenia jeho koncentrácie v týchto roztokoch.  
O vyvinutie metódy pre stanovenie obsahu poly-β-hydoxymaslovej kyseliny u kultúry 
Bacillus Megaterium sa pokúsili Law a Slepecký. Vychádzali z predpokladu Lemoigneho 
gravimetrického postupu stanovenia. Tento experiment bol založený na skutočnosti, 
že polymér bol rozpustený vo vriacom chloroforme a pomocou extrakcie s inými 
rozpúšťadlami boli čiastočne odstránené vzniknuté nečistoty. No gravimetrický postup 
neposkytol presné stanovenie obsahu poly-β-hydoxymaslovej kyseliny. Ďalšia citlivá 
a jednoduchá metóda bola navrhnutá Williamsom a Wilkinsonom. Tá vyžadovala meranie 
polyméru iba v natívnych lipidových granulách [21]. 
Law a Slepecký využili tieto poznatky a navrhli spektrofotometrické stanovenie polyméru 
použitím kyseliny sírovej. Vo vodnom kúpeli zohriali roztok poly-β-hydoxymaslovej kyseliny 
po dobu 10 min pri 100 °C, tým ju previedli na kyselinu krotonovú. Po ochladení roztoku 
premerali absorbanciu vzniknutej kyseliny krotonovej. Ultrafilové absorbčné maximum 
kyseliny krotonovej je 235 mμ pri použití koncentrovanej kyseliny sírovej ako rozpúšťadla. 
Kvantitatívne prevedenie poly-β-hydoxymaslovej kyseliny na kyselinu krotonovú umožňuje 
presné stanovenie polyméru o množstve 5 μg [21]. 
 
Obr. 5: Tepelný rozklad PHB na kyselinú krotonovú, upravené podľa [22] 
O rok na to tí istí autori dospeli k výsledkom, že dehydratačné reakcie sú kvantitatívne 
a tým sú tieto testy vyhovujúce aj pre β-hydroxymaslovú a poly-β-hydroxymaslovú kyselinu. 
Kyselina akrylová, β-metylkrotonová vykazovali podobné správanie v kyseline sírovej 
ako kyselina krotonová. Princíp tejto metódy spočíva v tom, že ultrafialové absorbčné 
maximum α,β-nenasytených mastných kyselín sprevádza silný batochrómny posun. Ide 
o červený posun k väčším vlnovým dĺžkam zapríčinený substituentom alebo rozpúšťadlom. 
V tomto prípade vďaka použitiu koncentrovanej kyseliny sírovej. Tieto postupy poskytujú 
rýchlu a spoľahlivú metódu pre meranie vzoriek α,β-nenasýtených kyselín, β-hydroxykyselín 
alebo hydroxykyselín polymérov. [23]. 
Prevod poly-3-hydroxybutyrátu na kyselinu krotonovú je známy [22] napr. u baktérií 
Cupriavidus necator KCTC 2649, kde výsledky práce poukazujú na významnú produkciu 
kyseliny krotonovej z obnoviteľných zdrojov, ktorá má dôležitý význam v priemyselnej 
výrobe. 
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Na základe dostupnej literatúry nie je známa žiadna zmienka o použití prevodu na kyselinu 
krotonovú v prípade 3-hydroxybutyrátu. Preto táto možnosť bola overená v tejto bakalárskej 
práci experimentálne. 
3.4 Metódy vhodné pre analýzu fyzikálnych a chemických vlastností 
PHB a 3HB 
Pochopením povahy a zloženia osmolytov (betaínu, trehalózy, prolínu a glycerolu) v bunkách 
Escherichia coli sa zaoberal tím na čele s S. Diamant  [19]. Pri skúmaní vlastností osmolytov 
využili NMR spektroskopiu – nukleárnú magnetickú rezonanciu. S využitím NMR analýzy 
bol priblížený mechanizmus, ktorým sa spomínané osmolyty riadia proti osmotickému stresu. 
Akumulácia osmolytov na živých médiách Escherichia coli potvrdila význam hromadenia 
týchto látok pri stabilite proteínu a konformácii zvinutia proteínov pri tepelnom šoku. 
Ako už bolo spomenuté vyššie funkciu 3HB v baktériách Pseudomonas sp. CT13 skúmal 
Soto a kolektív. Jednou z použitých metód v experimentálnej časti bola PCR (polymerázová 
reťazová reakcia). Polymerázová reťazová reakcia vyžaduje použitie vhodného primeru 
pre sekvenovanie DNA z RNA génu Pseudomonas sp. CT13. S použitím molekulárnej 
evolučnej genetickej analýzy (Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) Software 
Version 4.0) postavili fylogenetický strom s genetickými vzdialenosťami vypočítanými 
s využitím Poissonovým modelom korelácie [20]. Pre zaujímavosť uvádzam, že dnes 
je k dispozícii už najnovšia Verzia 7.0 pre tento softvér. 
Znaky dvoch mutanov 3-hydroxybutyrát dehydrogenáz (3HBD) z Ralstonia pickettii T1 
boli skúmané pomocou anexovej kolóny na rôznych kultivačných médiách. Použité 
kultivačné média boli 3HB, poly-3-hydroxybutyrát a sukcinát. Výsledky poukázali 
nakinetické parametre substrátov 3HBD, že enzým je vhodný pre oxidačné reakcie 3HB 
na acetoacetát. Ako ďalšie použité metódy sú v tejto práci uvedené gelóva elektroforéza 
v polyakrylamidovom géle (SDS-PAGE) a Western blot (protein immunoblot). Použitím 
analýzy Western blot boli objasnené podmienky produkcie 3HBD na kultivačných médiách, 
ktoré pravdepodobne závisia prísnej regulácií uhlíka [24].  
Povrchové napätie, solvofobicita (interakcie medzi polárnymi rozpúšťadlami 
a nepolárnymi rozpustnými látkami), množstvo vylúčeného objemu, zmeny štruktúry vody 
a elektrostatické odpudzovanie sú efekty ktoré boli v ďalšej práci [25] stredom záujmu. 
Pre systematický spôsob ako určiť, ktoré pnutia sily/síl sú zodpovedné za účinky osmolytov 
boli navrhnuté dve spôsoby testovania povrchového napätia. Výsledky jasne ukazujú, 
že interakcie medzi polárnymi rozpúšťadlami a nepolárnymi rozpustnými látkami ľahšie 
tvoria stabilitu proteínu oproti povrchovému napätiu [25]. 
Kinetiku mechanizmov tepelnej degradácie poly-3-hydroxybutyrátu približuje práca 
Ariffin a kol. Bola skúmaná kinetika, ktorá by podrobne vysvetlila správanie degradácie. 
Správanie tepelnej degradácie poly-3-hydroxybutyrátu je sprevádzané automaticky 
urýchlenou transesterifikáciou a kineticky má prednosť reťazová reakcia so vzniknutým 
produktom, ktorý má krotonový koniec reťazca [26]. Uvediem ešte niektoré termoanalytické 
metódy použité pre vyšetrenie správania sa tepelnej denaturácie poly-3-hydroxybutyrátu, 
ktoré Ariffin spomína: termogravimetria (TG), iontováelektrospejová hmotnostná 
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spektrometria (FAB-MS), pyrolýza-hmotnostná spektroskopia (Py-MS), pyrolýza-GC/FTIR 
(Py-GC/FTIR), vylučovacia chromatografia (SEC) alebo už vyššie spomenuté NMR, DSC. 
V štúdií skúmania poly-3-hydroxybutyrátu [22], ktorý bol prevedený na kyselinu 
krotonovú boli v rade experimentov použité tieto metódy: atómová absorpčná spektrometria 
(AAS), plynová chromatografia a hmotnostná spektrometria (GC-MS), plynová 
chromatografia (GC), gelová permeačná gromatografia (GPC) a protonová nuklearná 
magnetická rezonancia (1H-NMR). 
Ak chceme porozumieť fungovaniu organizmu ako celku a aj samotných buniek je popis 
medzimolekulárnych interakcií kľúčový. Detailná biochemická analýza medzimolekulárnych 
proteín-proteín (PP) a proteín-ligand (PL) interakcií vyžaduje definovanie kinetických 
a termodynamických parametrov. K hľadaniu interakčných parametrov je možné použiť 
metódy koimunoprecipitácie (Co-IP) a afinitnej koprecipitácie. Pre štúdium afinity dvoch 
interakčných parametrov a kinetiky reakcie je možné použiť metódu rezonancie povrchového 
plazmonu (SP – surface plasmon resonance) alebo fluorescenčnú polarizáciu (FP). 
Pre detailný popis afinity a termodynamických parametrov interakcie PP alebo PL je možné 
použiť metódu izotermickej titračnej kalorimetrie (ITC). Ďalším krokom štúdia je priamy 
náhľad do atómovej štruktúry napr. metódami rengenovej difrakcie alebo  u vyššie spomenutá 
NMR spektroskopia. Toto poznanie nám umožní porozumieť PP a PL interakciám na úrovni 
fyzikálnych síl, ktoré sú za interakcie zodpovedné. Získaním týchto poznatkov sa z úrovne 
experimentálnej posunieme na úroveň teoretickú [27]. 
Niektoré spomenuté metódy by mohli byť po optimalizácií vhodné pre charakterizáciu 
3-hydroxybutyrátu. Ich použitie v prípade 3HB nebolo spomenuté v žiadnej dohľadanej 
literatúre. Prvýkrát je to spomenuté až v rámci tejto spracovanej literárnej rešerše. 
3.5 Vybrané metódy analýzy 3HB 
V tejto kapitole sú stručne opísané základné princípy metód, ktoré boli v experimentálnej 
časti použité pre charakterizáciu bioprotektivných účinkov 3HB a fyzikálne-chemických 
parametrov, ktoré s týmto účinkom súvisia. Na základe vypracovanej literárnej rešerše 
pre stanovenie bioprotektivného účinku 3HB bola vybraná lipáza, ako model enzýmu. 
S použitím dynamického rozptylu svetla (DLS) a elektroforetického rozptylu svetla (ELS) 
sme sa zamerali na denaturáciu, agregáciu a sedimentáciu častíc. Výsledky týchto 
experimentov viedli k opísaniu ochranného efektu 3HB. 
Cieľom tejto práce bolo tiež opísať niektoré fyzikálno-chemické parametre, ktoré súvisia 
so stanovením bioprotektivného účinku. Preto v ďalšom kroku experimetov bol overený 
vplyv prítomnosti 3HB na ZP. Ako ďalšia vhodná metóda bola zvolená tenziometria, 
pomocou ktorej sme stanovili povrchové napätie. Ďalej bola realizovaná rada experimentov 
zameraných na extrakčné experimenty. Optimalizácia postupu bola riešením tejto bakalárskej 
práce a preto výsledky budú uvedené neskôr v kapitole Výsledky a diskusie. 
3.5.1  Dynamický rozptyl svetla DLS 
Dynamický rozptyl svetla (DLS) je tiež nazývaný kvazielastický rozptyl svetla (QELS). 
Na časticiach konajúcich Brawnov pohyb je meraná intenzita rozptýleného svetla. 
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Tým, že sa častice pohybujú, získavajú rozdielnu rýchlosť. Čím rýchlejšie sa častice 
pohybujú, tým rýchlejšie sa intenzita rozptýleného svetla mení. Rýchlosť týchto zmien 
je priamo závislá na pohybe molekuly DLS. Skenovaním pohybu častíc v určitom časovom 
intervale, môžeme získať hodnotu difúzneho korelačného koeficientu D. Prístrojom určíme 
hodnotu difúzneho korelačného koeficientu D (pomocou korelácie) a použitím  
Stokes – Eisteinovej rovnice získame hodnotu veľkosti častíc Hd . V tomto vzťahu 
T je teplota pri ktorej meriame,   je hodnota viskozity disperzného prostredia a bK  
je Boltzmanova konštanta. Výhodou tejto metódy je použitie malého množstva vzorky 
a rýchla analýza [28] - [31].  
D
TK
d bH



6
            (1) 
Elektroforetický rozptyl svetla (ELS) pomocou aplikácie elektrického poľa do kapilárnej 
cely skúmame rýchlosť pohybu častíc vzorky. Nabité častice sa začnú pohybovať k elektróde 
s opačným nábojom. Ióny sa na povrchu častíc silno viažu. Tie ktoré sa nachádzajú ďalej 
od povrchu, vytvárajú difúznu vrstvu. Vo vnútri difúznej vrstvy vzniká rovina sklzu. Vzorkou 
prechádza laser a svetlo rozptýlené pohybujúcimi časticami je frekvenčne posunuté. Zeta 
potenciálu – elektrickej mobilite častíc je priamo úmerný tento frekvenčný posun. Zeta 
potenciál je potenciál, ktorý vzniká na rovine sklzu, medzi povrchom častice a rozptyľujúcou 
sa kvapalinou. Mení sa podľa vzdialeností od povrchu častíc [31], [32]. 
 
Obr. 6: Schéma nábojov častice rozptýlenej v disperznom prostredí a zeta potenciálu, 
upravené podľa [33] 
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Pomocou elektroforetického a dynamického rozptylu svetla získame rozmer veľkosti 
proteínu a aj náboja jeho povrchu. V závere tak usúdime správanie proteínu v systéme. 
Ako bude samotný proteín podporovať agregáciu častíc, alebo či ju nebude podporovať 
vôbec. Pomocou získanej hodnoty ZP budeme definovať stabilitu systému. Pokiaľ rozsah ZP 
bude (+30, ∞ mV) alebo (– ∞, –30, mV) pôjde o stabilný systém. Nestabilný systém 
má hodnoty zeta potenciálu v rozsahu (– 30, 30 mV) [31]. 
3.5.2  Tenziometria 
K overeniu fyzikálne-chemických parametrov 3BH bolo tiež zvolené tenziometrické 
stanovenie povrchového napätia. Povrchové napätie je efekt, pri ktorom sa povrch kvapaliny 
chová elasticky a snaží sa dosiahnuť stav minimálnej energie. Kvapalina sa snaží docieliť to, 
aby jej povrch mal čo najmenšiu plochu. K stanoveniu povrchového napätia je možné použiť 
niekoľko metód, tie rozdeľujeme na statické, semistatické a dynamické [34]. 
Pre stanovenie povrchového napätie pripravených roztokov 3HB bol použitý tenziometer 
KSV Sigma 701 a tenziometer BPA 800P. Tenziometer KSV Sigma 701 je založený 
na metóde odtrhávania prstenca (du Noüyho). Meria sa sila F, potrebná pre odtrhnutie 
tenkého prstenca z Pt drôtu od fázového rozhrania [34], [35]. Spomenutá metóda patri metódy 
statické. Pre porovnanie výsledkov stanovenia povrchového napätia bola použitá tiež metóda 
dynamická – metóda maximálneho pretlaku v bubline. Do meraného roztoku je ponorená 
kapilára prístroja, kde na špičke kapiláry vzniká bublina (rozhranie voda-vzduch). Pomer 
zakrivenia vzniknutej bubliny sa zmenšuje v závislosti na raste bubliny. Vzniknutý pretlak 
v bubline je rovný súčtu hydrostatických tlakov a tlaku, ktorý je potrebný pre prekonanie 
povrchového napätia. Ide o presné a rýchle meranie dynamického povrchového napätia [36]. 
Pripravené roztoky 3HB boli premerané na oboch prístrojoch a výsledky boli porovnané 
a sú vyhodnotené v experimentálnej časti.  
3.5.3  Extrakcia 
Vhodnou analytickou metódou k izolácii a čisteniu chemických látok je extrakcia. Existuje 
viacero druhov, pre štúdium hydrofilnej a hydrofóbnej povahy solutov využijeme 
tzv. extrakciu kvapalina – kvapalina. Pri tejto metóde je použitá vodná fáza a druhou fázou 
je vhodné extrakčné činidlo. Niektoré zlúčeniny sú dobre rozpustné v organickej vrstve a iné 
v kvapalnej vrstve. Tieto zložky by mali byť navzájom nemiešateľné. Je potrebné zohľadniť 
ich rozpustnosť, hustotu a pH prostredie v ktorom pracujeme. Najdôležitejšia pri tejto metóde 
je voľba vhodného organického rozpúšťadla [37]. Antimikrobiálny účinok rozpúšťadla 
koreluje s jej hydrofílným vyjadrením logaritmu rozdeľovacieho koeficientu v zmesi 
n-oktanol a voda (log Kow) [38]. 
Pre potreby tejto bakalárskej práce bola navrhnutá extrakcia s použitím organického 
rozpúšťadla n-oktanol. Po uskutočnení experimentov môžeme usúdiť, že pri extrakcii 
by mohli byť použité aj iné organické rozpúšťadla. 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Použité chemikálie 
 3-hydroxybutyrát sodný, p.a. (Sigma-Aldrich) 
 lipáza z Rhizopus oryzae (Sigma-Aldrich) 
 n-oktanol p.a (Sigma-Aldrich) 
 kyselina sírová 96 %, p.a., (Lach-ner) 
 deionizovaná voda čistená prístrojom PURELAB-flex (vyrobená na VUT) 
4.2 Použité prístroje 
 Analytické váhy BAS 31, Boeco (Nemecko) 
 Bublinový tenziometer BPA 800P 
 Tenziometer KSV Sigma 701 
 Termostat 
 UV-VIS spektrofotometr (U3900H – Hitachi) 
 Vortex, Kartell, TK3S 
 bežné laboratórne sklo a vybavenie 
4.3 Použité experimentálne procedúry 
4.3.1  Stanovenie bioprotektívného účinku 3HB metódami dynamického rozptylu 
svetla 
Pre analýzu pomocou dynamického rozptylu svetla a elektroforetického rozptylu svetla 
bol použitý Zetasizer Nano ZS. Vzorky boli premerané v sklenených kyvetách pri vlnovej 
dĺžke 633 nm za použitia 4 mW hélium-neonového leasera. Najskôr boli vzorky opatrne 
odplynené pomocou vákua vytvoreného ručne v sklenenej injekčnej striekačke, prefiltrované 
cez 0,45-μm nylonový filter. Každé meranie sa opakovalo trikrát, výsledky sú uvedené 
ako priemerné hodnoty a chybové úsečky predstavujú zodpovedajúce štandardne odchýlky. 
Teplotné trendy boli premerané v rozsahu 45 – 65 °C. Vzorka bola vždy ponechaná 
na ustálenú teplotu po dobu 90 s pred začiatkom korelácie. Pre analýzu denaturačného 
procesu v prípade lipázy bez prídavku 3HB  boli pripravené roztoky lipázy (3 mg/ml) 
v 100 mmol/dm
3
 fosfátovom pufre o pH 7,4. Ďalej boli pripravené roztoky lipázy 
s prídavkom 3HB, aby sme zistili rozdielnu tepelnú denaturáciu lipázy pri koncentráciách 
100 mmol/dm
3
, 200 mmol/dm
3
 a 500 mmol/dm
3
 roztokoch. Pre roztoky s prídavkom PHB 
bola denaturácia analyzovaná iba prostredníctvom merania veľkosti častíc (z dôvodu vysokej 
vodivosti vzoriek). Príprava týchto roztokov bola prevzatá z odbornej literatúry [3]. 
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4.3.2  Stanovenie povrchového napätia 3HB 
Pre stanovenie povrchového  resp. medzifázového napätia pripravených roztokov boli použité 
tenziometry KSV Sigma 701 a BPA 800P. Pre meranie povrchového napätia bol pripravený 
zásobný roztok 3-hydroxybutyrátu sodného o koncentrácií 0,1 mol/dm3. Tento vznikol 
rozpustením navážky 3HB v deionizovanej vode. Zo zásobného roztoku boli desiatkovým 
riedením použitím deionizovanej vody pripravené roztoky o koncentrácií 5∙10-2; 1∙10-2; 5∙10-3; 
7,5∙10-4; 5∙10-4; 2,5∙10-4; 1∙10-4; 5∙10-5; 1∙10-5 mol/dm3. Pred meraním povrchového napätia 
boli vzorky hodinu ponechané k vytemperovaniu na laboratórnu teplotu. Po zapnutí 
tenziometra bola prevedená jeho kalibrácia a nastavené parametre na meranie. Každý roztok 
o objeme 25 ml bol dávkovaný do čistej sklenenej nádoby a premeraný trikrát na danom 
tenziometri. Po vyhodnotení nameraných údajov sme získali grafy závislosti rovnovážnej 
hodnoty povrchového napätia roztoku 3HB na koncentrácii, výsledky meraní sú uvedené 
v kapitole Výsledky a diskusie. Dĺžka merania povrchového napätia bola nastavená na dobu 
10 minút pri použití tenziometra KSV Sigma 701. Pre meranie pomocou BPA 800P bola 
použitá štandardná metóda, to znamená, čas potrebný pre tvorbu bubliny (respektíve prietok 
vzduchu) sa menil od 10 ms do približne 10 s. Približná doba experimentu bola 10 – 15 minút.  
Tabuľka 3: Základné technické parametre tenziometra BPA – 800P 
a vlastnosti použitej kapiláry 
Základné technické parametre tenziometra 
BPA - 800P 
Vlastnosti kapiláry 
Rozsah povrchového napätia 10 - 100 mN/m Názov 26008 
Presnosť stanovení ± 0,1 mN/m Polomer 0,120 mm 
Citlivosť ± 0,25 mN/m Hĺbka ponorenia 5,000 mm 
Merateľné rozmery 10 ms - 10 s Referenčný mŕtvy čas 0,050 s 
Teplotné rozmedzie 0 - 90 °C Referenčný objem bubliny 5,36 mm3 
  Korelačný koeficient 1,016346 
  Rovnovážny tlak 1141,805 Pa 
4.3.3  Extrakcia 3HB do nepolárneho prostredia  
Hlavné časť experimentálnej práce sa sústredila na stanovenie hydrofílných a hydrofóbných 
vlastností 3HB. Preto bolo najprv potrebné na základe spracovanej literárnej rešerše navrhnúť 
vhodnú techniku pre toto stanovenie. Po spracovaní teoretickej časti bola zvolená ako vhodná 
extrakcia 3HB z vodného roztoku do nepolárneho rozpúšťadla. Nevyhnutným predpokladom 
realizácie týchto experimentov je dostupná metóda kvantitatívneho stanovenia koncentrácie 
3HB vo vodnom roztok. Ďalším krokom bolo stanovenie vhodných koncentrácií 3HB, ktoré 
bude možné detegovať a v závere sme uskutočnili vhodný výber vzorky s ktorou sme schopný 
pracovať. Neistota výsledkov merania bola redukovaná na základe opakovaného merania (5x) 
a samotným vyhodnotením dát za použitia programu Origin 7.5. 
Vzhľadom k tomu, že optimalizácia tejto extrakčnej metódy pre 3HB predstavovala jeden 
z hlavných cieľov experimentálnej časti tejto bakalárskej práce, je podrobný popis 
jednotlivých krokov rovnako ako finálna optimalizovaná procedúra podrobne prezentovaná 
v kapitole Výsledky a diskusie spolu s konkrétnymi výsledkami dosiahnutými vlastnou 
realizáciou týchto experimentov. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIE 
5.1 Overenie bioprotektivného účinku 3HB 
K štúdiu tepelnej stability lipázy pri tepelnej denaturácií v neprítomnosti a prítomnosti 
3-hydoroxybutyrátu bol požitý dynamický rozptyl svetla (DLS). Ako už bolo spomenuté 
v teoretickej časti tejto práce, k tepelnej denaturácií proteínov dochádza počas rozvinutia 
terciálnej štruktúry proteínov. K rozvinutiu terciálnej štruktúry proteínu dochádza pri určitej 
charakteristickej teplote, ktorá je pre danú bielkovinu a jej okolité prostredie špecifická. 
Nárast veľkosti častíc, ktoré môžu detegovať v priebehu tepelnej denaturácie, je dôsledkom 
jednak vlastne rozpletanie klbka bielkoviny, a ďalej k nemu prispieva agregácia rozpletených 
polypeptidových reťazcov. Ako je uvedené v kapitole 2, protektívny efekt 3HB by sa mal 
prejaviť zvýšením tepelnej stability lipázy, zo zvyšujúcou sa koncentráciou 3HB v systéme. 
 
Obr. 7: Veľkosť častíc lipázy v závislosti na teplote stanovená pomocou DLS 
Priamym výstupom z týchto meraní použitím Zetasizer Nano ZS nie je veľkosť častíc, 
iba difúzny koeficient, ktorý je pomocou modelov prepočítaný na veľkosť častíc. 
Predpokladáme vznik guľových častíc (lipáza je zmotaná do kĺba, má tvar globularného 
enzýmu). Absolútne veľkosti častíc nemusia odpovedať, ale nás zaujíma zmena veľkosti ktorá 
nastala pri rozmotaní lipázy. Preto k vyhodnoteniu bol zvolený ako vhodný parameter  
Z-priemer (Z-average), objemový stred (Volume mean) a intenzitný stred (Intensity mean). 
Výsledky pre Z-priemer a intenzitný stred sú uvedené v prílohe. Rozptýlená intenzita 
je úmerná objemu častíc na druhú alebo šiestej mocnine veľkosti častíc. Táto priemerná 
hodnota veľkosti je vždy menšia ako vlnová dĺžka [39]. 
V prípade zvoleného parametra objemový stred je najlepšie vidieť tvar krivky 
pre opis závislosti veľkosti častíc lipázy v závislosti na teplote (Obr. 7). V závislosti 
na teplote táto závislosť nadobúda tvar písmena „S“. Krivka začína narastať pri teplote 48 °C. 
Môžeme si všimnúť, že natívna lipáza zmotaná do kĺbka sa pri tepelnej denaturácií rozpletá 
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a dochádza k nárastu veľkosti častíc. Na grafe je vidieť, závislosť, že k vzniku postupnému 
rozpletávaniu lipázy dochádza pri teplotách v rozsahu do 48 °C do 50 °C. Následne pri teplote 
okolo 60 °C klesá veľkosť častíc lipázy začína postupne klesať v závislosti s rastúcou 
teplotou. To je spôsobené zvýšenou agregáciou častíc, ktoré tak sedimentujú. Sedimentácia 
častíc bola rozpoznateľná aj vizuálne ako zákal u dna pozorovaný po ukončení experimentu 
a vytiahnutí kyvety so vzorkou z prístroja. 
 
Obr. 8: Graf závislosti zeta potenciálu na teplote 
Bolo experimentálne overené, že tepelná denaturácia lipázy je spojená zo zmenou zeta 
potenciálu častíc bielkoviny (Obr. 8). Namerané hodnoty ZP lipázy pri teplotách 45 – 55 °C 
boli priemerované z troch meraní a vzniknuté chybové úsečky, výsledky meraní sú zobrazené 
na grafe. Pri teplote 46 °C mala lipáza ZP – 16,13 mV, ktorý v závislosti na rastúcej teplote 
klesá k nule, čo reprezentuje klesajúcu agregačnú stabilitu častíc lipázy. Maximálna hodnota 
ZP lipázy 2,92 mV bola pri teplote 49°C. Tieto výsledky zo stanovenia ZP sú porovnateľné 
s nameranými hodnotami DLS. V prípade samotnej lipázy bolo pri použití DLS potvrdené, 
že k denaturácií dochádza pri 48 °C. 
Za účelom stanovenia teploty denaturácie pripravených roztokov lipázy s prídavkom 3HB 
bol premeraný DLS v rozsahu teplôt 45 – 65 °C. zobrazuje nárast veľkosti častíc lipázy 
a nárast veľkosti častíc lipázy v prítomnosti 3HB v závislosti na teplote. Tieto výsledky 
potvrdzujú zvýšenie tepelnej stability lipázy v závislosti na rastúcej koncentrácií 3HB 
a teplote, čím bol overený bioprotektivný účinok tohto chemického šaperónu. Podarilo 
sa potvrdiť túto závislosť správania sa 3HB, ako je to uvedené aj v odbornej literatúre [3]. 
Výsledky preukazujú, že rozvinutie molekuly lipázy je spojené s významným posunom 
distribúcie častíc smerom k vyšším hodnotám (viď Obr. 9). V porovnaní so začiatkom 
denaturácie lipázy pri teplote 48 °C nastal u 100 mM 3HB posun o 1 °C (lipáza denaturuje 
pri teplote 49 °C). U vyšších koncentráciách 200 mM 3HB a 500 mM 3HB je hodnota 
tepelnej stability lipázy v prítomnosti 3HB posunutá až o 3 – 4 ° C. Tieto výsledky 
potvrdzujú, že biopretektívny efekt je závislý na koncentrácii 3HB. Od 54 do 57 °C veľkosť 
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častíc bola v prípade všetkých štyroch meraní približne rovnaká. Podľa výsledkov merania 
roztokov 3HB v prítomnosti lipázy poukazujú, že k tepelnej denaturácií dochádzalo v rozsahu 
teplôt 48 °C až 51°C. 
 
Obr. 9: Zvýšenie tepelnej stability lipázy v prítomnosti 3HB 
5.2 Stanovenie fyzikálne-chemických parametrov 3HB 
5.2.1  Stanovenie zeta potenciálu lipázy v závislosti na prídavku 3HB 
 
Obr. 10: Graf závislosti vplyvu 3HB o rôznych koncentráciách na zeta potencicále lipázy 
Overením bioprotektívných účinkov 3HB sme zistili, že denaturácia je spojená s potlačením 
ZP (vid predchádzajúca kapitola). Vieme že 3HB je iontová látka a rastúca iontová sila 
roztoku znižuje ZP. Preto bol tento predpoklad overený a výsledky sú zobrazené na Obr. 10. 
Celkovú absolútnu hodnotu ZP znižuje iontová sila, lebo čím väčší kladný alebo záporný 
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je ZP, tým väčšia bude odpudivá elektrostatická sila medzi jednotlivými časticami a tým 
stabilnejší bude roztok. Z výsledkov merania môžeme usúdiť, že prídavok 3HB znižuje ZP. 
Je zrejmé, že z hľadiska vplyvu na zeta potenciál častíc nevykazuje 3HB žiadne špecifické 
účinky. Z toho je možné usudzovať, že ochranný účinok 3HB, overený v predchádzajúcich 
experimentoch, nesúvisí s vplyvom 3HB na povrchový náboj bielkovinového klbka.  
5.2.2  Stanovenie povrchového napätia 3HB 
 
Obr. 11: Graf závislosti rovnovážnej hodnoty povrchového napätia na koncentrácií 3HB, 
(tenziometer KSV Sigma 701) 
 
Obr. 12: Graf závislosti rovnovážnej hodnoty povrchového napätia na koncentrácii 3HB 
(tenziometer BPA 800P) 
Pretože ochranné účinky chemických šaperónov sa v súčastnosti často vysvetľujú 
ovplyvnením hydratácie biomolekúl, zaujímalo nás ako 3HB interaguje s vodou na povrchu 
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proteínu. Na základe vypracovania literárnej rešerši boli vybrané metódy vhodné 
pre stanovenie hydrofilných a hydrofóbných vlastností 3HB. Jednou z nich je tenziometrické 
stanovenie povrchového napätia. Táto metóda je vhodná pre učenie pnutia sily, ktorá 
je zodpovedná za účinky osmolytov. Výsledky týchto meraní na dvoch rôznych 
tenziometroch sú uvedené v tejto kapitole. 
Ako bolo uvedené v literárnej rešerši 3HB je iontová látka, preto bolo očakávané, že bude 
hydratovať podobne ako iné iontové látky. Kvalitatívne výsledky tenziometrického 
stanovenia pomocou tenziometra KSV Sigma 701 sú zobrazené Obr. 11 a Obr. 12 ukazuje 
tenziometrické stanovenie pomocou bublinového tenziometra BPA 800P. Z grafickej 
závislosti rovnovážneho povrchového napätia je zrejme, že 3HB má miernu povrchovú 
aktivitu (znižuje povrchové napätie roztoku oproti čistej vode), ale nechová sa ako typická 
povrchovo aktívna látka. Inak by s rastúcou koncentráciou hodnota povrchovej aktivity rástla 
a povrchové napätie by klesalo. Ako môžeme na grafoch vidieť hodnota povrchového napätia 
roztokov 3HB je nižšia ako voda, pričom nebolo úplne jasné, že sa budú tieto roztoky takto 
správať vzhľadom na iontový charakter 3-hydoxybutyrátu sodného (silne hydratačné iontové 
látky často povrchové napätie mierne zvyšujú). 
5.2.3  Extrakcia 3HB do nepolárneho prostredia 
Hlavnou náplňou experimentálnej časti tejto bakalárskej práce bolo navrhnutie, optimalizácia 
a realizácia experimentov, zameraných na extrakciu 3HB z vodného do nepolárneho 
prostredia, ich cieľom bolo poskytnúť podrobnejšiu charakterizáciu 
hydrofilného/hydrofóbného charakteru 3HB. Na základe vypracovanej literárnej rešerše bola 
otestovaná a upravená metóda stanovenia 3HB vo vodnom roztoku, a to konkrétne 
konverziou 3HB na kyselinu krotonovú v prostredí koncentrovanej kyseliny sírovej za tepla. 
Pokiaľ je známe z literárnych zdrojov, táto metóda ešte nikdy nebola použitá pre testovanie 
3HB, prvýkrát táto metóda bola použitá až tejto práci. 
Pretrepávaním 3HB v organickom rozpúšťadle n-oktanol bolo vypočítané množstvo 
extrahovaného 3HB extrahovaných roztokov v závislosti na pôvodných roztokoch. Neistota 
výsledkov merania bola redukovaná na základe opakovaného merania (5×) a samotným 
vyhodnotením dát za použitia programu Origin 7.5. 
Celý postup optimalizácie tejto metódy v rátane postupu prípravy vzoriek je opísaný  
v nasledujúcich podkapitolách. 
5.2.3.1. Optimalizácia metódy stanovenia koncentrácií 3HB vo vodných roztokoch 
Pre umožnenie stanovení zmeny koncentrácie 3HB v priebehu extrakčných experimentov 
bolo potrebné najprv navrhnúť a otestovať metódu pre kvantifikáciu obsahu 3HB vo vodných 
roztokoch. Najprv bola otestovaná technika UV-VIS spektrofotometrického stanovenia. Boli 
premerané absorpčné spektrá koncentračnej rady roztokov 3HB v rozsahu koncentrácií 
0,1 mmol/dm
3
 až 0,1 mol/dm3 roztok 3HB. Ukážka nameraného absorpčného spektra 
vodného roztoku 3HB je uvedená na Obr. 13. 
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Obr. 13: Graf závislosti vlnovej dĺžky na absorbancií (0,005 mol/dm3 roztok 3HB) 
Po vyhodnotení dát testovania dostatočného rozsahu spektra 3-hydroxybutyrátu, 
vo vodnom prostredí sme došli k týmto záverom. Hodnota absorbancie 3HB v UV-VIS 
oblasti, pomerne strmo stúpa pri prechode zo spektrálnej oblasti VIS do oblasti UV 
(viď Obr. 13). Preto sme sa zamerali na absorbancie pri vlnových dĺžkach 210 nm a 235 nm.  
Závislosti absorbancie roztokov pri týchto vlnových dĺžkach na koncentrácii 3HB zobrazuje 
kalibračná krivka (Obr. 14). Je zrejme, že priame  spektrofotometrické stanovenie 3HB 
vo vodnom roztoku nie je vhodné. Zatiaľ čo absorbancia pri 210 nm stúpa príliš strmo 
k hodnotám mimo použiteľný rozsah, absorbancia pri 235 nm je naopak príliš nízka a málo 
citlivá na koncentrácii 3HB pre presné stanovenie koncentračných zmien. Na základe týchto 
výsledkov sme pristúpili k ďalšiemu kroku a použili techniku nepriameho 
spektrofotometrického stanovenia 3HB po jeho konverzii na krotonovú kyselinu, inšpirovali 
sme sa vypracovanou literárnou rešeršou [21], [22], [23]. 
 
Obr. 14: Kalibračná krivka vodných roztokov 3HB 
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Prevod 3HB na krotonovú kyselinu je založený na zahrievaní 3HB vo veľkom nadbytku 
koncentrovanej kyseliny sírovej. Aby bolo možné stanoviť vhodný pomer roztoku 3HB 
a H2SO4, boli pripravené roztoky 3HB o koncentráciách 0,1 mmol/dm
3
 až 0,1 mol/dm3 
pripravené podľa nasledujúceho postupu. Do vialiek bol napipetovaný roztok 
3-hydroxybutyrátu o danej koncentrácií a vialky boli doplnené 96% kyselinou sírovou 
v pomere 1:9, resp. v pomere 1:99. Takto pripravené vialky zo vzorkami boli uzavreté 
pevným víčkom a vložené do vyhriateho termostatu pri teplote 105 °C po dobu 1,5 hod. 
Po vychladení na laboratórnu teplotu boli vzorky premerané UV-VIS spektrofotometrom 
(U3900H – Hitachi).  
 
Obr. 15: Graf závislosti vlnovej dĺžky na absorpcii 
(porovnanie riedení 3HB: H2SO4 v pomere 1:9 a 1:99) 
Pri vyhodnocovaní výsledkov sme vychádzali z literatúry [21], a tiež z vlastností kyseliny 
krotonovej, ktorej absorbčné maximum je pri 235 nm. Preto boli premerané absorpčné spektrá 
pri v rozsahu vlnových dĺžok 190 nm – 400 nm a pre vyhodnotenie výsledkov bola zvolená 
vlnová dĺžka 235 nm. Pomer 1:9 3HB:H2SO4, sa na základe vyhodnotení experimentálnych 
dát ukázal ako nevhodný, pretože namerané absorpčné spektrá boli pRILíš vysoké 
(viď Obr. 15). Naopak pomer 3HB:H2SO4 1:99 sa javil ako vhodný. Pre koncentračnú radu 
roztokov 3HB v rozsahu koncentrácií 0,1 mmol/dm3 až 0,1 mol/dm3 prevedených na kyselinu 
krotonovú v zmesi s kyselinou sírovou v objemovom pomere 1:99 bola zostrojená kalibračná 
krivka. 
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Obr. 16: Kalibračná krivka 3HB s prevodom na kyselinu krotonovú korekciou dát 
 Z nameraných spektier bolo jasné, že z neznámeho dôvodu dochádzalo u všetkých spektier 
do rôznej miery k deformácií základnej línie spektra. Preto bola ako ďalší krok spracovania 
dát navrhnutá korekcia základnej línie v softvéri OriginPro 7.5. Kalibračná krovka, uvedená 
na Obr. 16 bola získaná vynesením takto skorigovaných dát. Porovnanie s kalibračnou 
krivkou získanou bez tejto korekcie je uvedené na Obr. 21 v prílohe. Kvantitatívne stanovenie 
píkov po odčítaní korekcie základnej línie je presnejšie, čo môžeme vidieť aj v prípade 
0,01 mol/dm
3
 3HB na Obr. 22 , ktorý je uvedený v prílohe. 
5.2.3.2. Optimalizácia postupu extrakčného experimentu 
Na základe predchádzajúcich výsledkov bola pripravená rada roztokov 3HB o koncentráciách  
0,005 mol/dm
3
; 0,0075 mol/dm
3
 a 0,01 mol/dm
3. Presná koncentrácia 3HB v týchto roztokoch 
bola stanovená spektrofotometricky po prevode na kyselinu krotonovú v prítomnosti  
96% kyseliny sírovej (vid predchádzajúca kapitola). S použitím rovnakých roztokov 3HB 
bola uskutočnená extrakcia 3HB do nepolárnej fáze pretrepávaním v organickom rozpúšťadle 
n-oktanol. Po extrakčnom kroku bola stanovená koncentrácia 3HB vo vodnej fáze rovnakým 
spôsobom a množstvo 3HB extrahované do nepolárnej fáze bolo stanovené ako úbytok 
koncentrácie v danom vodnom roztoku. 
Extrakčný experiment bol realizovaný nasledujúcim spôsobom: 
o Do vialiek bol napipetovaný roztok 3-hydroxybutyrátu o danej koncentrácií 3HB 
a pridaný n-oktanol v pomere 1:1. Uzavreté vialky s prepichovateľným septom boli 
po dobu 2 minút vortexované a ponechané 15 minút k ustáleniu vodnej a organickej 
fázy. Prepichnutím septa vialky pomocou injekčnej striekačky s ihlou bola z vialiek 
po ustálení dvoch nemiešateľných fáz, odobraná vodná fáza. 10 µl odobranej vodnej 
fázy bolo napipetované do čistej vialky a doplnené  96% kyselinou sírovou v pomere 
1:99. Tieto roztoky 3HB boli pripravené s krokom extrakcie. 
Výsledky vlastného extrakčného experimentu sú uvedené v nasledujúcej kapitole. 
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Obr. 17: Pripravené vialky 3HB:n-oktanol v pomere 1:1 
B1- B2 po vortexovaní pripravené na odber vodnej fáze, B3-B5 pred vortexovaním 
5.2.3.3. Výsledky extrakcie 3HB z vodného roztoku do n-oktanolu 
 
Obr. 18: Graf závislosti extrahovaného množstva 3HB na koncentrácií pôvodného roztoku 
Po prevedení všetkých optimalizačných krokov pre stanovenie obsahu 3HB je výstupom tohto 
merania graf závislosti extrahovaného množstva 3HB na koncentrácií pôvodného 
roztoku (Obr. 18). Pri vyhodnotení dát bola vypočítaná smerodajná odchýlka, prevedená 
na koncentráciu a spočítaná chyba súčinu a následne z toho vypočítané percento extrakcie. 
Pre 0,01 M roztok 3HB bolo vypočítané extrahované množstvo na 7,8 %. Pre 0,0075 M 
roztok 3HB táto hodnota vzrástla na 11,1 % a pre 0,005 M roztok 3HB nadobudla extrakcia 
hodnotu 12,1 %. Obr. 18 ukazuje, že zo stúpajúcou koncentráciou pripravených roztokov 
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3-hydroxybutyrátu sodného klesá množstvo extrahovaného 3-hydroxybutyrátu sodného 
v n-oktanole o 10 % (relatívnych). 
Ďalej bol vypočítaný extrakčný koeficient pre 3HB [40], podľa nasledujúceho vzťahu, kde: 
OKTANOLc  je rovnovážna koncentrácia 3HB v n-oktanole, VODAc  je rovnovážna koncentrácia 
3HB vo vode. 
VODA
OKTANOL
ow
c
c
K                (2) 
Pre 0,0075 mol/dm
3
 roztok 3HB bola vypočítaná hodnota extrakčného koeficientu 
0,08 a pre 0,005 mol/dm
3
 roztok 3HB nadobudla extrakcia hodnotu 0,124. Roztok 3HB 
o koncentrácií 0,01 mol/dm3 mal vypočítanú hodnotu extrakčného koeficientu 0,137. 
V závislosti na koncentrácii roztokov 3HB rástla vypočítaná hodnota tohto koeficientu. Boli 
porovnané tieto výsledky s iným chemickým šaperóm – trehalózou [41]. Na základe týchto 
získaných hodnôt trehalóza má zrieďovací koeficient -3,77. Preto môžeme v závere povedať, 
že trehalóza je hydrofílnejšia ako 3-hydroxybutyrát. 
Postupom uvedením v tejto kapitole sa nám podarilo stanoviť obsah 3HB vo vodných 
roztokoch a overiť jeho hydrofílnych charakter optimalizáciou tejto metódy, čo je prínosov 
tejto práce. 
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6 ZÁVER 
Táto práce ja zameraná na overenie bioprotektivného efektu 3-hydroxybutyrtátu 
a na fyzikálne-chemickú charakterizáciu 3HB, ktorá by mohla prispieť k vysvetleniu 
mechanizmu tohto efektu. Cieľom práce bolo vypracovať literárnu rešerš zhrňujúcu súčasný 
stav štúdia 3-hydroxybutyrátu vo vzťahu k jeho bioprotektívným účinkom. V úvode 
teoretickej časti je vysvetlený význam 3-hydroxybutyrátu ako chemického šaperónu a stručne 
opísaný spôsob akým tieto látky zbalia proteín, aby nedošlo k strate jeho biologickej funkcie 
počas denaturácie. Ďalej sú v literárnej rešerši spomenuté dve spôsoby akým fungujú 
organické nízkomolekulárne kompatibilné soluty, medzi ktoré patrí aj látka 
3-hydroxybutyrát. V závere teoretickej časti sú uvedené metódy stanovenia bioprotektívného 
účinku 3HB, ktoré už boli uskutočnené. Kapitola Metódy vhodné pre analýzu fyzikálnych 
a chemických vlastností PHB a 3HB je venovaná návrhu ďalších možných praktických metód, 
ktoré by mohli priblížiť fyzikálnu a chemickú charakterizáciu 3HB vo vzťahu k jeho 
bioprotektivným účinkom. Niektoré metódy overenia týchto účinkov už boli použité v tejto 
práci, ďalšie sú uvedené a ich použitie pre 3-hydroxybutyrát je možné v blízkej budúcnosti. 
Na základe vypracovanej literárnej rešerše boli pre charakterizáciu 3HB v experimentálnej 
časti použité nasledujúce metódy. Dynamickým a elektroforetickým rozptylom svetla bol 
overený ochranný účinok nízkomolekulárneho chemického šaperónu 3-hydroxybutyrátu. 
Pri tepelnej denaturácií lipázy dochádza k rozvinutiu terciálnej štruktúry a k následnej 
agregácii a sedimentácii častíc rozvinutého polypeptidového reťazca. Zároveň porovnaním 
DLS s výsledkami zo stanovenia zeta potenciálu ZP lipázy môžeme v záveru povedať, 
že ochranný účinok 3HB bol týmito metódami potvrdený. Skúmaný 3HB sa môže správať 
ako kompatibilný solut a vyrovnávať vonkajší osmotický tlak, ktorý vzniká v dôsledku 
meniacich sa okolitých podmienok. 
Ďalej boli v teoretickej časti vyšetrené základné fyzikálno-chemické parametre, ktoré 
by mohli bioprotektívny účinok dokazovať, čo bolo ďalším cieľom tejto práce. Vzhľadom 
na rôzne princípy tenziometrických stanovení boli pripravené roztoky 3HB premerané 
metódou statickou a dynamickou. Ako bolo uvedené v literárnej rešerši 3HB je iontová látka, 
preto bolo očakávané, že bude hydratovať povrch podobne ako iné iontové látky. Namerané 
hodnoty medzifázového napätia roztokov 3HB boli menšie ako v prípade vody. Konkrétne 
výsledky týchto experimentov však poukazujú na skutočnosť, že 3HB sa nechová ako typická 
povrchovo aktívna látka. No nadobúda hydrofilný charakter, čo bolo potvrdené aj ďalšou 
metódou. 
Na základe vypracovanej rešerše bola otestovaná a upravená metóda kvantitatívneho 
stanovenia obsahu 3HB vo vodných roztokoch. Toto stanovenie vyžadovalo radu 
optimalizačných krokov, najdôležitejším z nich bola konverzia 3HB na kyselinu krotonovú 
v prostredí koncentrovanej kyseliny sírovej. Táto metóda bola prvýkrát použitá pre testovanie 
3HB až v tejto práci, čo je známe po preštudovaných dostupných literárnych zdrojov. 
Významným experimentálnym krokom bola extrakcia 3HB v nepolárnom organickom 
rozpúšťadle n-oktanole. Po premeraní roztokov použitím UV-VIS spektrofotometrického 
stanovenia môžeme zhodnotiť, že zo stúpajúcou koncentráciou pripravených roztokov 3HB 
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množstvo extrahovaného 3-hydroxybutyrátu klesá v n-oktanole o relatívnych 10 %. 
Vypočítaná hodnoty extrakčného koeficientu rástli v závislosti na koncentrácií roztokov 3HB. 
V porovnaní 3-hydroxybutyrátu  so známym chemickým šaperónom, môžeme povedať, 
že napr. trehalóza je hydrofílnejšia ako 3HB. Táto metóda bola optimalizovaná a je pripravená 
pre ďalšie experimenty s látkami, ktoré majú podobný charakter ako 3HB. Taktiež je možné 
pre metódu extrakcie použiť radu iných organických rozpúšťadiel namiesto n-oktanolu. 
V tejto práci overený hydrofílny charakter 3HB, zároveň bol potvrdený jeho 
bioprotektívny účinok, ktorý hrá významnú rohu pri procese denaturácie proteínov. Môžeme 
preto 3-hydroxybutyrát označiť ako chemický šaperón, ktorý má vlastnosti kompatibilných 
solutov a môže byť použitý ako účinný enzým stabilizujúci enzým a ako protektívna prísada 
v rôznych aplikáciách. 
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 
3HB     3-hydroxybutyrát 
3HBD    3-hydoxybutyrátdehydrogenáza 
DLS     dynamický rozptyl svetla 
DSC     dynamická skenovacia kalorimetria 
ELS     elektoforetický rozptyl svetla 
HB     hydroxybutyrát 
NMR     nukleárna magnetická rezonancia 
P(3HB)    poly(3-hydroxybutyrát) 
PHA     polyhydroxyalkanoáty 
PCR     polymerázová reťazová reakcia 
PP     proteín-proteín 
PL     proteín-ligand 
R(3-HB)   β-hydroxybutyrát 
SDS-PAGE  elektroforéza v polyakrylamidovom géle 
ZP     zeta potenciál 
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9 PRÍLOHY 
 
Obr. 19: častíc lipázy v závislosti na teplote (zvolený parameter Z-priemer) 
 
Obr. 20: častíc lipázy v závislosti na teplote (zvolený parameter intenzitný stred) 
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Obr. 21: Porovnanie kalibračných kriviek 3HB s prevodom na kyselinu krotonovú bez 
korekcie a s korekciou dát 
 
Obr. 22: Porovnanie kvantitatívného stanovenia píkov pre 0,01 mol/dm3 3HB bez korekcie dát 
a s korekciou dát prevedenou pomocou programu Origin 7.5 
